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Resumo  – O  objetivo  deste  trabalho  foi  identificar  isolados  brasileiros  de Ralstonia solanacearum quanto 
a filotipos e sequevares, determinar sua diversidade genética, realizar a associação da estrutura genética do 
patógeno  com  sua  classificação  e  origem  geográfica  e  identificar  um marcador molecular  para  a  diagnose 










Termos  para  indexação:  Musa, marcador molecular, moko-da-bananeira, murcha bacteriana, rep-PCR, 
variabilidade genética.
Genetic diversity of Ralstonia solanacearum isolates and molecular 
characterization as to phylotypes and sequevars 
Abstract – The objective of this work was to identify Brazilian isolates of Ralstonia solanacearum according 
to phylotypes and sequevars, to determine their genetic diversity, to associate the pathogen genetic structure 
with  its  taxonomy and geographical origin, and to  identify a specific molecular marker  to diagnose banana 






isolates  according  to  their  geographical  origin;  however,  it  requires  a  large  number  of molecular markers. 






patógenos  bacterianos  do  mundo,  capaz  de  causar 
danos em cerca de 450 espécies de plantas pertencentes 
a mais de 54 famílias botânicas, entre as quais, culturas 
de alto valor econômico, como tomate, banana, batata, 
berinjela e pimentão (Xu et al., 2009).
Essa  bactéria  tem  sido  classificada,  quanto  ao 
fenótipo, em cinco raças, de acordo como a gama de 
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hospedeiros  (He  et  al.,  1983;  Hayward,  1994).  Ela 
também  é  classificada  em  cinco  biovares,  com  base 
na  utilização  de  três  açúcares  (lactose,  maltose  e 
celobiose) e  três álcoois (manitol, sorbitol e dulcitol) 
como fonte de carbono (Hayward, 1994). Porém, ambas 
as  classificações,  apesar  de  amplamente  utilizadas 
por  sua  simplicidade  e  praticidade,  não  refletem  a 
heterogeneidade dos isolados de R. solanacearum. 
Com o intuito de representar melhor essa variabilidade, 
Fegan  &  Prior  (2005),  ao  analisar  as  sequências 
da  região  espaçadora  intergênica  (ITS)16S–23S  e 
dos genes egl, hrpB e mutS, propuseram uma nova 
classificação hierárquica, subdividida em quatro níveis 
taxonômicos: espécie, filotipo, sequevar e clone.
A  identificação  da  espécie  pode  ser  facilmente 
realizada  por  meio  de  oligonucleotídeos  iniciadores, 
como  o  OLI1/Y2,  utilizado  com  sucesso  para 
identificação  de  isolados  de  R. solanacearum e 
espécies  relacionadas  (R. syzygii e  Blood  Disease 
Bacterium) (Seal et al., 1993; Arahal et al., 2004). Já 
os  oligonucleotídeos  PS96H/I  são  específicos  para 
R. solanacearum (Seal  et  al.,  1992);  entretanto,  o 
desconhecimento  da  região‑alvo  desse  iniciador  no 
genoma tem implicado em sua baixa utilização (Arahal 
et al., 2004).
Os  filotipos  são  analisados  de  acordo  com  as 
variações  de  tamanho  da  sequência  na  região  ITS. 
O  filotipo  está  fortemente  relacionado  à  origem 
geográfica  do  patógeno.  Cada  filotipo  compreende 
um  número  de  sequevares,  grupo  de  isolados  com 
uma  sequência  altamente  conservada  dentro  da 
região  sequenciada.  A  caracterização  da  estrutura  e 
diversidade genética do patógeno é determinante para 
estudos  de  epidemiologia  e  orientação  de  programas 
de controle da doença, principalmente em estratégias 
que visam resistência específica a estirpes pertencentes 
a  determinados  locais. Alguns  trabalhos  (Salanobaut 
et al., 2002; Guidot et al., 2007; Coupat et al., 2008) 
levantam a hipótese de que R. solanacearum possa ter 
sua adaptação e evolução relacionados à capacidade de 
transferir  genes  horizontalmente,  o  que  faz  com  que 
estirpes da mesma localidade tenham características 
geneticamente similares.
Diversos  autores  (Bringel  et  al.,  2004;  Silveira 
et  al.,  2005;  Costa  et  al.,  2007)  têm  direcionado 
seus  estudos  para  a  caracterização  e  diversidade  de 
isolados de R. solanacearum em estados brasileiros. 
Entretanto,  todos  esses  estudos  focam  a  raça  1  do 
patógeno,  não  sendo  registrado,  até  o momento,  um 
estudo  de  caracterização  da  diversidade  de  isolados 
de R. solanacearum raça  2  coletados  em  regiões 
brasileiras.
O  objetivo  deste  trabalho  foi  identificar,  quanto  a 
filotipos e sequevares, um grupo de isolados brasileiros 
de R. solanacearum, avaliar sua diversidade genética  
por  meio  de  marcadores  moleculares  (RAPD  e  
rep‑PCR),  associar  grupos  de  isolados  com  sua 
classificação  e  origem  geográfica  e  identificar 
um marcador molecular para a diagnose do 
moko-da-bananeira.
Material e Métodos
Foram  utilizados  33  isolados  de  Ralstonia 
solanacearum,  pertencentes  à  coleção  biológica  da 
Embrapa Tabuleiros Costeiros, dos quais 19 da raça 2 
e 14 da raça 1 (Tabela 1). Os isolados foram cultivados 
por  24  horas  em  4  mL  de  meio  LB  (Luria‑Bertani) 
líquido  (Sambrook  &  Russel,  2001).  Em  seguida, 
10 μL foram transferidos para 1 mL de meio LB novo 
e  mantidos  em  agitador  orbital  a  200  rpm,  a  28°C 
por  24  horas. A  suspensão  bacteriana  foi  submetida 
à  extração  de  DNA,  com  uso  de  um  kit Wizard  de 




foi ajustada para 25 ng µL-1. O DNA genômico foi 
armazenado a ‑20°C até o uso.
A  confirmação  da  identificação  dos  isolados 
quanto  à  espécie  R. solanacearum  foi  realizada 
mediante  amplificação  por  PCR,  tendo‑se  utilizado 
os  oligonucleotídeos  iniciadores  específicos  PS96H/I 
(Seal  et  al.,  1992)  e  OLI1/Y2  (Seal  et  al.,  1993). 
No  presente  estudo,  foi  realizada  a  análise  conjunta 
dos dois pares de iniciadores, com o intuito de garantir 
maior confiabilidade na  identificação dos  isolados de 
R. solanacearum.
A  técnica  de  PCR  Multiplex  foi  aplicada  para 
determinar  os  filotipos  e  as  sequevares,  tendo‑se 
utilizado,  respectivamente,  os  oligonucleotídeos 
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e visualizados através de luz ultravioleta. O rep‑PCR 
foi  realizado  com  os  oligonucleotídeos  iniciadores 
correspondentes  às  três  sequências  repetitivas  REP, 
ERIC e BOX. A PCR foi conduzida de acordo com o 
protocolo descrito por Horita & Tsuchiya (2001).
Foram  testados  61  oligonucleotídeos  iniciadores 
RAPD,  dos  quais  27  (Tabela  2)  foram  selecionados 
por se apresentarem mais polimórficos e com melhor 
resolução  em  gel.  As  reações  consistiram de um 
volume final de 25 µL, compostas por 0,5 µmol L-1 de 
oligonucleotídeo iniciador, 1 U de Taq DNA polimerase 









Os  produtos  da  amplificação  foram  separados 
em gel  de  agarose  (1,0% para  o RAPD e  1,5% para 
rep‑PCR), corados em brometo de etídio (0,5 µg mL-1) 
e visualizados através de luz ultravioleta.
Tabela 1. Isolados de Ralstonia solanacearum estudados. 
Isolado Hospedeiro Origem Procedência Filotipo Biovar Raça
TC01‑01 Musa sp. IB‑SBF Humaitá, AM II I 2
TC01‑02 Musa sp. IB‑SBF Pará II n 2
TC01‑05 Musa sp. IB‑SBF Japoatã, SE II I 2
TC01‑06 Musa sp. IB‑SBF Humaitá, AM II n 2
TC01‑08 Musa sp. IB‑SBF Itacoara, AM II n 2
TC01‑09 Musa sp. IB‑SBF Itacoara, AM II n 2
TC01‑17 Musa sp. IB‑SBF Japoatã, SE II I 2
TC01‑18 Musa sp. IB‑SBF Japoatã, SE n I 2
TC01‑25 Musa sp. IB‑SBF Tabatinga, AM II I 2
TC01‑26 Musa sp. IB‑SBF Japoatã, SE II I 2
TC01‑29 Musa sp. CNPH  Amazonas II I 2
TC01‑42 Musa sp. MV Canindé de São Francisco, SE  II n 2
TC01‑43 Musa sp. MV Canindé de São Francisco, SE II n 2
TC01‑44 Musa sp. MV Cotinguiba Pindoba, SE II n 2
TC01‑45 Musa sp. MV Cotinguiba Pindoba, SE II n 2
TC02‑01 Heliconia sp. IB‑SBF Abreu e Lima, PE II n 2
TC02‑02 Heliconia sp. IB‑SBF Abreu e Lima, PE II n 2
TC02‑03 Heliconia sp. IB‑SBF Abreu e Lima, PE II n 2
TC02‑04 Heliconia sp. Inpa Coari, AM n I 2
TC03‑02 Solanum lycopersicum Inpa Umaitá, AM II I 1
TC03‑03 Solanum lycopersicum Inpa Manicore, AM II I 1
TC03‑04 Solanum lycopersicum CNPH Guaraí, TO III III 1
TC03‑05 Solanum lycopersicum CNPH Nova Friburgo, RJ III I 1
TC03‑06 Solanum lycopersicum CNPH Domingo Martins, ES II I 1
TC04‑01 Solanum melongena Inpa Benjamin Constant, AM II I 1
TC04‑02 Solanum melongena Inpa Parintins, AM II I 1
TC04‑03 Solanum melongena CNPH Gurupi, TO III III 1
TC05‑01 Capsicum annuum Inpa Boca do Acre, AM II III 1
TC05‑02 Capsicum annuum Inpa Parintins, AM II I 1
TC05‑03 Capsicum annuum CNPH Camocin S. Felix, PE III III 1
TC06‑01 Capsicum chinense Inpa Benjamin Constant, AM II III 1
TC06‑02 Capsicum chinense Inpa Benjamin Constant, AM II III 1
TC07‑01 Solanum tuberosum CNPH Pouso Alegre, MG II II 1
IB‑SBF, Instituto Biológico, Secção de Bactérias Fitopatogênicas; Inpa, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia; CNPH, Centro Nacional de Pesquisa 
de Hortaliças – Embrapa Hortaliças; MV, material vegetal; n, não identificado.
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A  confirmação  da  identificação  dos  isolados,  com 
uso dos oligonucleotídeos iniciadores PS96H/I e OLI1/
Y2, foi feita pela visualização de fragmentos de DNA 
amplificados,  de  tamanho  esperado  para  cada  par  de 
oligonucleotídeos  iniciadores.  Dessa  mesma  forma, 
foi realizada a análise de identificação dos filotipos e 
sequevares.




ausência.  A  partir  dos  dados  binários,  foi  calculada 
a matriz  de  similaridade  para  os  genótipos,  tendo‑se 
utilizado  o  coeficiente  de  similaridade  de  Jaccard. 
Com  este  coeficiente  e  com  o  método  aglomerativo 
UPGMA  ("unweighted  pair  group  method  with  an 
arithmetic  mean")  (Sneath  &  Sokal,  1973),  foram 





Os  DNAs  obtidos  dos  33  isolados,  amplificados 
com  os  iniciadores OLI1/Y2  e  PS96H/I,  produziram 
fragmentos  de  287  e  172  pb,  respectivamente. 
Os perfis eletroforéticos das reações de PCR Multiplex 
revelaram a amplificação de um fragmento de 372 pb, 
em  27  dos  isolados  avaliados,  e  os  caracterizaram 
como pertencentes ao filotipo II; outros quatro isolados 
apresentaram um fragmento de 91 pb e se relacionaram 
com o filotipo III (Figura 1). 
Todos  os  isolados  pertencentes  à  raça  2  foram 
classificados  no  filotipo  II,  que  está  fortemente 
relacionado às Américas; entretanto, como observado 
por Cardozo et al. (2009), outros isolados provenientes 
de  bananeiras  oriundas  da  África  e  Ásia  estão 





O  filotipo  III  é  referido  por  conter  isolados 
relacionados  à  África  e  ilhas  próximas.  Os  quatro 
isolados positivos para o filotipo III pertencem à raça 
1, e TC03‑05 e TC03‑04 foram isolados de tomateiro 
do  Rio  de  Janeiro  e  Tocantins,  respectivamente, 
o  TC04‑03  foi  isolado  de  plantas  de  beringela  de 
Tocantins,  e  o  TC05‑03  foi  obtido  de  plantas  de 
pimenta do Amazonas. Vários fatores podem ocasionar 








determinada  como  sequevar  6,  pela  amplificação  de 
um  fragmento  de  220  pb  (Figura  2);  destes  cinco, 
três  isolados  pertencem  à  raça  2  e  são  patogênicos 
à  helicônia  (TC02‑01,  TC02‑02  e  TC02‑03),  e  dois 
isolados são patogênicos à berinjela, raça 1 (TC04‑01 
e TC04‑02). Com os demais 22 isolados não se obteve 
nenhuma  amplificação,  o  que  sugere  a  existência  de 
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Resultados semelhantes foram obtidos por Cardozo 
et al. 2009, em que a avaliação de 50 isolados permitiu 
a  identificação  de  somente  35  isolados  quanto  à 
sequevar.  Fegan  &  Prior  (2005)  não  obtiveram 
a  identificação  das  sequevares  de  dois  isolados 
brasileiros de banana, o que sugere, nesse caso, que 
os isolados brasileiros de banana provavelmente 
pertencem  a  uma  sequevar  ainda  não  determinada, 
como confirma esse estudo. 
O perfil eletroforético gerado pela amplificação por 
rep‑PCR  das  sequências  repetitivas  dos  33  isolados 
resultou  em  18  fragmentos,  com  o  iniciador  ERIC, 
11 fragmentos, com o iniciador REP, e oito fragmentos 
com  o  iniciador  BOX  (Figura  3).  Os  dados  foram 
analisados  isoladamente  (REP,  ERIC  e  BOX)  e  em 
conjunto (rep‑PCR).






obtidos  por  Bringel  et  al.  (2004),  que  agruparam  os 
isolados patogênicos à berinjela com uso do iniciador 
ERIC. Apesar  de  R. solanacearum  ser  uma  espécie 
altamente  heterogênea  e  complexa,  a  utilização  de 
rep-PCR para estudos de diversidade tem mostrado uma 
forte  relação  com  o  hospedeiro  (Horita  & Tsuchiya, 








1  kb plus  (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Setas  à  esquerda  indicam o  tamanho dos  fragmentos  do 
marcador, e setas à direita indicam o tamanho dos fragmentos amplificados.
Figura 2.  Perfil  eletroforético  das  amostras  resultantes  da 
amplificação  de  oligonucleotídeos  marcadores  da  série 




dos  fragmentos  do  marcador,  e  setas  à  direita  indicam  o 
tamanho dos fragmentos amplificados.
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Com o iniciador REP foi possível observar a formação 
de  quatro  grupos  (G1,  G2,  G3  e  G4)  com  21%  de 
similaridade, dos quais três foram mistos, compreenderam 





e  TC05‑03),  pertencente  ao  filotipo  III,  relacionado 





tem habilidade de se adaptar rapidamente, por meio 
de mecanismos como  transferência horizontal  (Guidot 
et al., 2009) de genes capazes de conferir características 
adaptativas  e,  provavelmente,  com  correlação  maior 






o tamanho dos fragmentos do marcador.
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com outros tipos de marcadores moleculares, como o 
RAPD, por exemplo. 
Para o iniciador BOX, não houve nenhuma correlação 
dos grupos formados com as características dos isolados 






BOX para  analisar  a  diversidade  genética  de  isolados 
de R. solanacearum,  patogênicos  a  tomate  e  outras 
hospedeiras,  na  Amazônia,  e  encontraram  um  alto 
grau de polimorfismo, sem que tenha sido possível, no 
entanto,  correlacionar  grupos  genômicos  com origem, 






Embora com o uso da  análise  conjunta  tenha havido 
melhor  separação  entre  os  isolados  pertencentes  ao 






A  fim  de  verificar  a  influência  do  iniciador 
BOX  –  o  único  que  não  permitiu  constatar 
alguma  relação  entre  os  grupos  –,  analisou‑se 
o  dendrograma  apenas  com  os  dados  de  REP  e 
ERIC‑PCR (Figura 4 D). A análise do dendrograma 
mostrou a formação de dois grupos maiores, em que 
os  isolados  pertencentes  ao  filotipo  III  formaram 
um grupo geneticamente distante dos demais. 
É  interessante  observar  que  o  iniciador  ERIC 
contribuiu para a melhor definição do agrupamento 
dos isolados pertencentes ao filotipo III.
Os  27  iniciadores  RAPD  geraram  o  total  de 
231  fragmentos  polimórficos  (média  de  8,5 
fragmentos  por  iniciador),  o  que  mostra  a  alta 
diversidade  genética  dos  isolados  avaliados. 
A  análise  do  dendrograma  (Figura  5)  permitiu  a 
visualização de 11 grupos, dos quais seis só contêm 
isolados  provenientes  do  Amazonas  (G1,  G2, 
G3, G7, G8  e G9),  dois  com  isolados  de  Sergipe 
(G4  e  G5)  e,  nos  outros  três  grupos,  não  houve 
separação por região geográfica. Essa relação entre 
Figura 5.  Análise  de  agrupamento  dos  isolados  de  Ralstonia solanacearum obtido por 
iniciadores RAPD.
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marcadores RAPD e grupos relacionados com sua 
origem  geográfica  tem  sido  relatada  em  outros 




a grande maioria dos isolados avaliados de Ralstonia 
solanacearum quanto  à  sequevar,  e  os  isolados  de 
banana provavelmente pertencem a uma sequevar 
ainda não determinada.
2.  A  análise  conjunta  de  sequências  repetitivas 
de  DNA,  amplificadas  com  os  iniciadores  REP  e 
ERIC,  permite  melhor  separação  dos  isolados  de 
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